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運動神経変性 マ ウス (m oto r n e u ro ndege n er atio n m ou s e, Mnd)は 筋萎縮性側索硬化症の モ デ ル と して 報告さ れ, 最近 1)
ポ フ ス チ ノ ー シ ス の モ デ ル で ある 可 能性 が示唆 さ れ て い る 常染色体優性 の 遺伝形式を示す疾患動物 である . 本研究で は こ の
Mndを対象に , 組織 に お ける糖鎖の 解析 に有用 と さ れ る標識 レ ク チ ン を用 い て , 神経組織 にお ける 蓄積物質と そ の 糖鎖 に つ
い て の 解 析を行 っ た . こ の 結果 , M nd で は主 に中枢神経系内の マ ク ロ フ ァ ー ジと 神経矧臥 さ ら にIto細胞 と考え られ る肝臓
内洞周囲非実質細胞 に レ ク チ ン 陽性物質が蓄積 して い た . こ の 陽性物質 には 助 k 欄 仇 ね加 叩 ㍑ 別 凝集素 (5∂Jα乃〟別 納 卯 ∫裾肌
ag gulutinin), Vicia villo sa凝集素(Vicia villosa ag gulutinin), Whe atger m 凝集素(whe atger m ag gulutinin)の 各 レ ク チ ン が 結合
す る こ と か ら 2 ない し3 個 の 連続 し た ア セ ナ ル グ ル コ サ ミ ン が 存 在 し, A 占γ〝5 ♪r gcαね γf〟ざ 凝集 素 (A ∂γ〟ざ♪γg C αね rf〟5
ag gulutinin), Ricin u s co m m u nis 凝集素-I 伏icin us c o m m u nis ag gulutinin-Ⅰ) 陽性である こ とか らラ ク ト ー ス と ガ ラク ト ー ス も含
まれ る こ と が推測 さ れ た . さ ら に そ の 一 部 は モ ノ シ ア ロ ガ ン グリ オ シ ド (m o n o sialoga nglio side, G M)で ある G M 3 と グロ ボ シ
ド 短lobotetra o s e, globope nta o se) を含 む糖脂質 で あ っ た . 本研 究結果 は, Mnd が リ ボフ ス チ ノ ー シス の モ デ ル で ある可能性
を支持せず, むし ろ中枢神経系と肝臓 に特徴的な レ ク チ ン結合性を有する糖脂質を含む複合糖質が蓄積す る未知の 蓄積症 モ デ
ル で ある こ と を示唆す る.
Key w o rds Mnd m o u s e,le ctin s,1ipofus cin o sis,histo che mistry,glyc olipids
運動神経変性 マ ウ ス (m oto r n e u r o ndege n e r atio n m o u s e,
Mnd) は C57 Bl/6J由来で常染色体優性の 遺伝形式 を示す疾患動
物であり, 本来 , 筋萎 縮性側索硬化症 (a myotr ophiclate r al
SCle ro si
,
AI,S) の モ デ ル と して報告 さ れ た
1卜 3)
. 症候 的に は 生
後6 か ら7ケ月 頃後脚に始まり徐々 に 前脚 にお よ ぶ 運動機能障
害を主体 と し, 末期 に は 四肢屈曲麻痺と なり10 か ら12 ケ月 で
死亡する . 最近 こ の M nd は, 視力障害を伴 い 神経細胞内に リ
ボ フ ス ナ ン 様 物 質 と ミ ト コ ン ド リ ア A T P合成酵素 (A T P
Synthas e, A T Pas e) の サ ブ ユ ニ ッ トC の 蓄積が 認 め ら れ る こ と
な どか ら , 若 年型神経 元 セ ロ イ ドリ ボ フ ス テ ン 症 Uu v e nile
n eu ro n alc e roid lipofus cin o si,JN Cり の 動物モ デ ル で ある と の
報告が相次 い で い る4卜 6). し か し 一 方 で糖脂質の 蓄積症の 可 能
性も示唆 さ れ て お り7), そ の 蓄積症 の 動物モ デ ル と し て の 意義
が注目 され つ つ ある .
神 経 元 セ ロ イ ド 1) ポ フ ス ナ ン 症 (n e u r o n al c e r oid
lipofus cin o s eis, N CI,S) は , 病理学的に神経系 や他臓器細胞内に
リボフ ス チ ン ない し はセ ロ イ ドと 呼ば れ る 蛍光物質の 蓄積 を認
めるこ とを特徴と し, 少 なくと も4 つ の 臨床的亜型が知 られ て
い る 一 群の 疾患で ある 8卜 1 0). 近年の 精力的な研究 に よ っ て , ド
1) コ ー ル や ミ ト コ ン ド1) ア A TPaseサ ブ ユ ニ ッ トC の 蓄積 が 生
化学的, 組織化学的 に特異的指標 となりう る と さ れ たが 1 1卜 1 4),
そ の 疾患特異性 に つ い て は否定的 な報告もあ る
1 5)16)
. い ずれ に
せ よ こ れ ら疾患群の 生 化学的な本態 は未だ明 らか で なく, 臨床
的 に もか つ ま た生 化学的, 遺伝学的にも多塑 であ ると さ れ て い
る9)11〕)1 7)
標識 レ ク チ ン を用い た 組織化学 は組織 にお け る糖鎖の 解析に
有用な情報 を提供する方法と して 知ら れ , 既 にJNC L を含む 多
く の 複合糖質蓄積嫡 に つ い て の 報 告が な さ れ て い るⅠ7) 2 5). 本
研究 で は , ビオ ナ ン 化 レ ク チ ン を用 い Mnd組織 にお ける 蓄積
物質と そ の 糖鎖 に つ い て の 解析 を試み た . こ の 結果 , M nd で
は主 に 中枢神経系内の マ ク ロ フ ァ ー ジ と神経細胞, 更に 肝臓l勺
非実質細胞 に レ ク チ ン 陽性物質が蓄積 して い る こ と を確認 し ,
免疫組織化学と生 化学的分析か ら 蓄積物質の 惟質を解析す る こ
と を試み た . さ ら に こ の 検 討結果と.NCLs で の 報告 を比較 し ,
M nd と N C Lsの 蓄積物質に お ける糖鎖構造の 相違と 生 化学的な
背景 に つ い て検討 を行 っ た .
平成10年1月6日受付 , 平成10年5月22日受理
Abbreviatio n s: A15, amyOtr OPhiclaterals clero si;A m, Abrusprec ato rius ag glutinin;A T Pas e, A T Psynthase;Cer,
C er amide; Co nA, C O nCa n a V alin A; D A B, 3,3-dia minoben zidin etetrahydr ochloride; D B A, Dolichos 脚 orus ag glutinin;
Gal, galactos e;GalCer, gala cto sylc era mide;G al N Ac, N acetylgalactos a min e;Gb4, globotetr ao se;Gb 5,globope ntaos e;
GD, disialoga nglio side; GIc, glu c o s e; GluCe r, glu c o syl c er a mide; G IcN Ac, N- a C etylglu c o s a min e; G M,




Mnd(8週齢か ら48週齢)と 正 常対照 マ ウス (C57 Bl/6J)は ジ
ャ ク ソ ン ラ ボ ラ トリ ー (Bar Harbo r, U S A) か ら入 手 し, 米国国
立衛 生研究所 の 実験動物 に関す る指針 に基 づ い て飼育管理 し
た .
Ⅰ . 組織標本の作製法
十分な深麻酔下 で , 0.1 M リン 酸緩衝4 %パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ
ヒ ドで マ ウ ス 左心室 より潅流 した後 , 脳, 脊髄, 坐 骨神経 , 骨
格筋, 肝臓, 腎臓 , 脾臓 , 副腎を採取 し, 同じ 固定液 で後固定
を行 っ た . パ ラ フ ィ ン 包埋 の 後 ミク ロ ト
ー ム で 7p m 厚 パ ラ フ
ィ ン 切片を作成 し, H E染色, ル ク ソ
ー ル ･ フ ァ ス ト ブ ル ー
(1u x ol fastblu e, L F B) 染色, ナ イ ル ･ ブ ル
ー (nileblu e, N B)染
色, 過 ヨ ウ 素醸 シ ッ フ be riodic a cid Schiff, P A S)反応 に よ る病
Tablel. Antibod ies us ed in this study
井
理 組織学的検索 と免疫組織化学 な ら び に レ ク チ ン組織化学染色
に供 した . また 肝臓 の 一 部 は新鮮凍結切 片用 に潅流固定を行わ
ず液体窒素で冷却 し たイ ソ ペ ン タ ン に よ っ て凍結 し, 10い m 厚
の 切片を作成 し免疫組織化学な ら び に レ ク チ ン 組織化学染色に
用 い た .
Ⅱ . 免疫組織化学染色
免疫組織化学 と し て , ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト (C be mic o n,
Te m ec ula, U SA), ユ ビキ チ ン (D A E O, CarPinte ria, US A), デス
ミ ン (Sigm a, St. Louis , U S A), モ ノ シ ア ロ ガ ン グ 1) オ シド
(m on o sialoga nglio side, G M)1, G M 2, G M 3, グ ロ ボ シ ド玉穂
(globopenta o s e, Gb 5), グ ロ ボ シ ド四糖 klobotetr ao se, G b4).
シナ プ ト フ ィ ジ ン (C he mico n) に対する抗体を用い て 検討 した
(表1). なお G M l, G M 2, G M 3, Gb 5, Gb 4 に対す る抗体は ヴァ
ー ジ ニ ア医科大学生化学教室有賀敏夫先生か ら提供 され た . 方
法 は切片 を キ シ レ ン ー エ タ ノ ー ル 系列 に て 脱 パ ラ フ ィ ン の 後,
Antibodyto D ilutio n K ind ofantibody So urc e
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G M, mOn OSialoga nglioside;G b 4,globotetr ao se;Gb5･globopenta ose
* Departm e nt of Bio che mistry, M edical College of V irginia,V irginiaCo m m o n w ealth Universlty･
Table2. Le ctins us edin th is study
Lectin(a cr o nym)
Con centration
(〃g/ml)
A bru sPre catoriu s ag glutinin(A P A)
Con c an av alin A(Co nA)
DolichosbiHo r us agglutinin(D B A)
Helix♪o m atia ag glutinin(H PA)
LycoPersico n es c鉦I lltu m ag glutinin(L E A )
Lim ulu sPoWhe m us ag glutinin(L PA)
Pe an utagglutinin(PN A)
Riciu s co m m u nis ag glutinin-1(RCA -1)
Soybe 皿 喝glutinin(S BA)
Sola n u mtuberosu m ag glutinin(ST A)
Ulex eurpbaeus agglutinin-1(UEA-1)
Vic a villos a agglutinin(V VA)






























- D - m an n O Se, α - D -gluc os e
α-D - Gal N Ac
Gal N Ac
GIcNAc- β-(ト4)- GIcN Ac
Ne uN Ac
Termin al P-galactos e
Lacto se, G ala ctos e
α - D -Gal N Ac, α-D-gala ctos e
【P-(1, 4)- G IcNAc]1_3
α
- L- fuc os e
α
- D -Gal N Ac,
[/9 -(1,4)- GIcNAc〕l.4,Ne uN Ac
G al NAc,N -a Cetylgalactos a min e;NeuN Ac, ル Ac etyln eu raminic aci d(sialic a cid);GIcNAc,N
IAcetylgluc os a min e･
1ipofuscin osis; h c,1a ctose;L E A, LycpPersico n esculentu m ag glutinin;L FB,1u x ol fastblu e;LP A, Lim ulus
agglutinin; M a n, m an n O S e; M nd, m OtOr neu r O ndege n er atio n m o u s e… N B･ nile blu e; N C Ls, n e u r O n al
c eroid
lipofus cin o seis;P A S, periodic a cid SchifE;P N A, Pe an utagglutinin;RC A:1, Ricius c o m m u nis agglutinin
-1;SB A, S Oybean
agglutinin;S m, Sola n u mtuberos u m agglutinin; U E肌 tHex e urqPaeus ag glutinin
-1;ⅤV A, 靴よa villosaag glutinin;
WGAふe atger m ag glutinin
蓄積物質の レクチ ン に よ る検討
0.3 %過酸化水素水添加 メ タ ノ ー ル に よ っ て 内因性 ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼを 阻止 し, 正 常ヤ ギ血 清 に よ る 非特異的反応 を抑制後 ,
60分間 一 次抗体 と反応 させ た.
一 次抗 体と の 反 応後, 二 次抗体
と して100倍 に希釈 した ビ オナ ン標識抗 マ ウ ス
ー 抗 ウ サ ギIgG
抗体 Ⅳe cto rI.abo ratorie s, Bu rlinga m e, U S A), つ い で ア ピジ ン
ー ビオテ ン ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 複合体 と反応 さ せ た . 発色は ジ ア
ミノベ ン チ ジ ン (3,3-diamin obe n zid inetetrahydro chlori de, D A B)
により行い , ヘ マ ト キ シリ ン で 核染色 を行 っ た .
Ⅳ. レ ク チ ン 組織化学
表2 に示す ビ オチ ン 化 レク チ ン (E Y I,abor atories,SanM ate o,
U SA) を用い た . 免疫組織化学染色 と同様 に切片 を脱 パ ラ フ ィ
ン した後 , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 阻止 , 室温 で9 0分間 ビ
オチ ン 化 レ ク チ ン と反応 させ た . ビオ ナ ン 化 レ クチ ン は2価陽
イ オ ン (Ca, M g, M n) を各0.2m Eq/1 ない し2m Eq/1含 む
0.02 % トラ イ トン Ⅹ1 00 トリス 塩 酸緩衝液 bH 7.5) に 最終濃度
2, 5, 10,20いg/ml と なる よ う溶解 して使用 した . つ い で ア ビ ジ
A
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ン ー ビ オ ナ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体 と反応 させ , D A B に よ
る発色の 後, ヘ マ トキ シ リ ン で 核染色 を行 っ た .
Ⅴ . 組織糖脂質と糖蛋白分析
生 化学的分析 に は ､ 採取直後 か ら分析ま で - 75 ℃ で保存 し
た脳 と肝臓 を用い た . 糖脂質分析は Yu ら26) によ る方法 に従い ,
10倍容 の ク ロ ロ ホ ル ム , メ タ ノ ー ル , (2:1, 1:1, Ⅴ/可と ク ロ ロ
ホ ル ム , メ タ ノ ー ル , 蒸留水 (30:60:8, Ⅴ/可 で 半定量的に抽出
し た総脂質分画か ら ガ ン グリ オ シ ドな ど の 酸性脂質 と中性脂質
を D E A E セフ ァ デ ッ クス A 25 カ ラム に よ っ て分画 し た. こ の 後
ク ロ ロ ホ ル ム , メ タ ノ
ー ル , 0.2 % CaCl2水 (60:35:8, Ⅴ/v) を溶
媒と して 薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー Olighpe rfor m a n ce th inlayer
Chro m atogr aphy) 上 に展開し, オル シ ノ ー ル また は レ ゾ ル シノ
ー ル 試薬 によ っ て発色 させ て既知の成分と比較検討 した.
また 蛋白成分は , 凍結標本を10惜春の 4 % S D S, 5 %メ ル カ
プ ト エ タ ノ ー ル , 5 0m M トリス 緩衝液 bH7.5) に 可溶化 し , 蛋
白濃度を調整 し た後, S D S-P A G Eを行な っ た2 7). ゲ ル は ク マ シ
B
Fig. 1. Histolog yof m oto r n e u ro ndege n er atio n m o u s e(M nd)
C e ntraln e rv O u S Sy tem (CNS). 仏)H Estainingof 32- W e ek-01d
M nd spin al c o rd. Auto幻u o re sc e nt a nd periodic a cids chiff
(P A S)-pO Sitiv egr an ule s(arr o w s)ar e widelydistributedin the
la rge m otor n e u r o n s of pin alc o rd and br ain ste m. (B)H E
Staining of 32-W e ek-01d Mnd c e rebellu m. Pu rkinje c ells ar e
r elativ ely spar ed. No autoflu o re s c e nt,1u x ol fa stblu e(L F B)-
po sitiv e and P AS-pO Sitiv egr an ule s ar e s e e nin Pu rkinje c ells.
(C) H Estaining of 40- W e ek-01d Mnd spin alc o rd. Altho ugh
1arge n e uro n s ar e m ainlyin v oIv ed, n O ap pre Ciable s w elling o r
defo r mityis s eninthe moto r neuron s. No obvio u sdi 飴r en c e
is dete cted qu antitativ elyin the neuro n alpopulatio nbetw e e n
M nd a nd c o ntrol mic ein a ny a n ato mic al lo c atio n. Origin al
m agni丘c atio n s ar e X280 for(朗to(C)and ea ch horizo ntalbar
indic ate511 m.
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ー ブ ル ー で染色 , ある い ほ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜に転写 し
28)
, 糖
蛋白と ピオ チ ン 化 レ ク チ ン と の 結 合を指標 に し て 比較検討 し
た 2 9). さ ら に マ ウ ス 肝臓か ら非実質細胞を分離 した後3 0j, 可溶




HE で は 8週齢 か ら16週齢まで コ ン ト ロ ー ル と の 差は 明 ら か
で なか っ た . 24週 齢 か ら48週齢で は , 自 己蛍光 , L F B陽性 ,
P A S陽性 , N B陽性顆粒 が皮質, 海馬, 基底核神経網胞 と脳幹
脊髄運動神経 に認め ら れ (図1A), 週齢と とも に増加 した . こ
れ ら の 変化は 主に 大型の 神経細胞に見ら れ た が , プ ル キ ニ エ 細
胞は 比較的保 た れ (図1B), 脊髄前角運動神経 にも著明な腫脹,
変形 は認 め ら れ な か っ た (圃1 C). 自己蛍光 , L F B陽性 , P AS
陽性, NB陽性顆粒 は中枢神経内の 貪食用胞 に最も強く認 め ら
れ , 多く の 神経網胞で は核周囲 に局在 し, 神経細胞 は膿張せず
数 にも変化が なか っ た . コ ン トロ ー ル マ ウ ス で は こ の よう な変
化は認め られ ず, コ ン トロ ー ル と 比較 して 神経細胞数の 減少も
認め られ なか っ た . また少 数の マ ク ロ フ ァ ー ジを除き ダリ ア の
増殖 は中枢神経内で認め られ なか っ た .
2 . Mnd腹 腔臓器
H E染色 で は 腎臓, 副腎, 脾臓 , 副腎お よ び骨格筋 に正常対
照 と異 な る 点は な か っ た (国2 A). 肝臓 で は 中心静脈の 周囲に
肝細胞 より や や 核が 小型で細胞体 が淡明な円形の 細胞 の 集合が
認 め ら れ た (囲2B). こ れ らの 細 胞は L F B, N B お よ びP A S で染
色 され , 週 齢が 増す と と も に増加 した (図2 C). 対照肝臓 には
同様の 細胞の 集合 は認 め られ な か っ た . また 肝細胞 は対照と善
がなく, 線椎化も認め られ なか っ た .
Ⅰ . 免疫組織化学 お よび レ ク チ ン組織化学
1. Mnd中枢神経組織
ユ ビ キチ ン 陽性顆粒は主 に神経細胞周囲に分布 し, 細胞質内
Fig. 2. Histology of Mnd vis c er al organ s. ㈱ H Estaining or
40⊥W e ek-01d Mndkidn ey. Re n alin v olv e m e ntis n otr e markabl
e
ev e nin the adv anC ed stage. Origin al m agniBc ation sis x140･
ho rizo ntal ba rindic ate 5一皿 . (B)H Estaining of 32-W e ek
-01d
M nd liver. Ro utin e H Estain re v e als r o u nd ag gr egates Of
de s min-PO Sitiv eIto c ells sc atte red alo ngthe ce ntr alv ein･
TTley
a r e stain ed lighte r a nd c o ntain ed s malle r n u cleitha n
hepato cyte s･ NoIto c ellc anbeide ntiBed in the c o ntrol
liv ers･
No sign of fibr o sisis s e e n. (C)PA Sre a ctio n s o n32-We ek
-01d
M nd liv er se ctio n. Po sitive P A Sr e a ctio nis s e e ni Ito c el･
Re actio nisals opo sitiv eforI∬Bstain a s w ellas nileblu e stai
n･
indic atinglipid n atu r e of sto r age m ate rial･ Orig
in al
m agni丘c atio nsof(B)a nd(C) ar e X280and e ach horizo ntalbar
indic ate5um .
蓄積物質の レ ク チ ン に よ る検討
には ほと ん ど認め られ ず, 正 常対照で は 全く認め ら れ なか っ た .
この エ ビキ チ ン 陽性顆粒 は シ ナ プ ス 関連蛋白であ る シ ナ プ ト フ
ィ ジン と は
一 致 しなか っ た . さ ら に レ ク チ ンで は神経細胞より
貪食細胞が強く染色さ れ ( 図3A, B), こ れ らの 細胞は マ ク ロ フ
ァ
ー ジで ある と 判断 した . こ れ ら の マ ク ロ フ ァ ー ジ は gβJよ∬
bo ma如 凝集素(Helixpo m atia ag glutinin, H P A), Lyc oPe 作ico n
escule ntu m凝集 素(わcoPe 和ico n e sc ulentu m agglutinin, L E A),
Ricn u s co mm u nis凝集素 岬icin us c om m u nis ag glutinin-1, R CA,
1), Sola nu m tuberos u m凝 集素 (Sola n u mtube ros um agglutinin,
ST A), Vicia villo s a凝集薫 (Vicia villo s a ag g
･1utinin, ⅤVA),
wheatge rm凝集素匝be atge r m ag glutinin, W G A)に よ っ て染色
され たが (図3 C, 3 D), 同様の 陽性染色は主 に大脳皮質と基底核
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わずか で あ っ た . コ ン カ ナ バ リ ン A (c o n ca n av alin A, Co nA) の
陽性染色 は こ れ らの 細胞質内蓄積物質 と マ ク ロ フ ァ ー ジ に は認
め ら れ な か っ た . 表 3 にレ クチ ン 組織化学の 結果をまと め る .
こ れ ら レ クチ ン 陽性物質は中枢神経内の 貪食紳胞に最も強く認
め ら れ, 大脳皮質と基底核 お よ び脊髄運動神経細胞に は腫張や
変形 は なく, 数に も変化がなか っ た .
2 . Mnd腹腔臓器
肝細胞 と肝静脈周囲の 淡明な胞体の 細胞 には エ ビキ チ ン 陽性
顆粒 は全く認 め られ なか っ た . 肝静脈周囲の 細胞は デ ス ミ ン 陽
性で , Ito 細胞 と考えら れ た
31)
. 抗 G M 3, 抗 G b4, 抗 Gb 5抗体
で は
, 凍結 切片で の み こ れ らの 細胞体に顆粒状 に染色され た
(図4A). 抗 GM l, 抗 G M 2抗体 で は , Ito 細胞 は 染色さ れ なか
っ た . レ ク チ ン組織化学染色で は こ れ ら の 細胞体は W G A によ
Fig. 3. Lectin histoche mistry of Mnd C N S. (朗 Whe atge r m
agglutinin (W G A)staining of bas alga nglia 丘･o m 32- W e ek-01d
M nd br ain . T he micr oglia o r m ac r ophages a r einte n s ely
Stain ed by W G A. (B) W G Astaining ofspin alc o rd h
･
O m 40-
W eek- 01d Mnd. Sto r age m aterial is be st se e nin phago cytic
Cellsin the CNS. Afew microglia o r m a cr ophage s are m o re
inte n s ely stain edtha n spin al m oto r n e u r o n s. (C) Helix
Po m atia ag glutinin (H P A)staining of spinalc o rd fr o m40-
W e ek-01d Mnd. T be perin eu ro n al ar ea ar e m ainlyin v olv ed, aS
indic ated by the distributio n of H P Apo sitiv edepo sits and
m a cr ophagesin n e u ropil. (D)Sola n u miuber os u m ag glutinin
(S T A)staining ofspin alco rd fro m4 0LW e ek-Old Mnd. S m c a n
als o str o ngly stain the s c atte r ed m a c r ophage s. Origin al




Table3･ Binding oflectinsto st orage m ateri alsin Mndtissu e c ells
B indingto































































































































Fig. 4. Im m u n o
- and le ctin histo che mistry of Mnd liv e r･ (朗Im m u n ohisto che mistry of 36-W e ek-01d Mnd liv e r u sing anti
-globopentaoSe
(Gb 5)m o n o clo nalantibody. Po sidve staining of G b5 iside n亜 ed in &o z en s ecdo n swi ths w olle nIto c ells･ (B)W G Astaining of 36
;Week-
01d Mnd liv e r. W G A is c o ntin u o usly a nd inte n selybo u nd with sto r age m ate rial in Ito c ellsin both fro z en a nd pa r
a班n s ectio nsI
Hepato cyte s ar e n otinvoIvedin the sto r age atall･ Kupfftr c ells and Pitcels arenotin c re a s ed and Ito c ells ar ethe o
nly c ellsin v oIv ed i
n
sto rage a cd vitYin theliver. (C)H P Astaining of 36w e ek-01d Mnd live r･ H P Ac anbind po sitiv ely wi th Ito c ells･ O))Lim ulu spo加
he muS
aggludnin(L瑚 stainingof 36- Weekold Mnd liv er･ ⅠガA do e s n otstainIto c ells(ar rO W)･ Originalm agniBc摘o n sofea chpictu r e si x2
80





蓄積物質の レ ク チ ン に よ る検討
っ て強く染色 さ れ ( 図4 B), さ ら に Aみγ〟ぶ 少 βC αね γ才鋸5凝 集素
ulbru sPYt7CatO riu s ag glutinin,A P A), H P A, LE A, R C A-1, S T A,
Ⅵ 仏 で も染色 さ れ た が (図4C), CoIIA, 瓜 溢 血 桔 相 知 Ⅶ 凝集素
(DolichosbiPo ru s ag glutinin, D B A), Lim ulu sPoWhe m us# 集素
(Lim ulu sPo抽he m u s agglutinin, L P A), ピ
ー ナ ッ ツ 凝 集素
(pea n ut ag glutinin, P N A), 大豆凝集素 (s oybe a n ag glutinin,
SBA), Ulex e urpPa e us凝集素(Ule x e u r坤a eu s ag glutinin-1, U E A-
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Fig･5･ Glyc olipidc o mpo sitio n of brain s and liv e rs･ Glyc olipids
Of br ain s(1eft)a nd liv e r s(right) a r e a s sho w nin high
perfo r m an c ethin layer chr o m atogr aphy plate s. (A)Ne utr al
glyc olipidc o mpo sitio n of br ain s a nd liv e r sfr o mM nd a nd
CO ntr ol mic e･ Neutralglyc olipids be a ring glu c o sylc e ra mide
(GluCer), gala cto sylce ra mide(G al Cer)andla cto sylc e ra mide
(La cCe r) a r ethe m ajo r c o mpo nents of br ain . T he
CO mpOSitio n s ofn e utr alglyc olipids ar e e ss e ntia11y similarin all
Mnda nd c ontr ol brain s. Ho w ev e r,in M nd liv e rs,both GluCe r
and La cCe r in c r e a s epr ogr e s siv ely with age.
Asialoga nglio side 2 (G A 2), globotetr a o s e(G b 4) a nd
globope nta o se (G b 5) a r e n ot r e m a rkable . (B)Acidic
glycolipidc o mpo sitio n of brain s a nd liv e r sfr o mM nd a nd
C O ntrOl mic e. T be m如O r CO mpOne ntS Ofa cidic glyc olipida re
m on o sialoganglioside(G M)1, dis alog anglio side(G D)1a and
trisialoga nglio side(G T)1b. Tho s e ar e slightlyde cre a sed in
the Mnd
.brain s, While the r eis a slightin crea s eof G M 3in
S Om eMnd brain s a nd liv e r s. La n el, 16- W e ek- 01dc o ntrol
m o u s e; Lane 2, 1 6-W e eks- Old Mnd;La n e3, 32- W e eks- 01d
C O ntr ol m o u s e;Lan e4,3 2-W e ek- 01d Mnd m o u se; Lan e5, 40-
W eek-01d Mnd m ou s e.
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Fig. 6. S D S-P A G Ea nd Le ctin blot of br ain a nd liv e r
ho m oge nate . (刃SD S-P A G Eof br aina nd liv e rho m oge n ate.
I. a n el, brain of 32- W e ek-01dc o ntr ol m o u s e;La n e2, br ain of
32- W e ek- 01dc o ntr olm o u s e;I,a n e3,1iver of32-W e ek-01dc o ntrol
m o u s e;La n e4,liv er
･
of 32-W e ek-01d Mnd m o u s e. (B) Lectin
b lot a n alysis o n nitr o c ellulo s e m e mbr a n e ofthe br ain
ho m oge n ate. Lan el, H P A blot ofc o ntr ol brain (3 6w e eks
Old);I^ n e2, H P A blot of Mnd brain (36w e eks old);La n e3,
S T n blotofc o ntr ol brain (36w e eks old);La n e4, ST A blot of
M ndbr ain (36w e eks old). (C) Le ctin blot a n alysis o n
nitro c e1ulos e m e mbr an e oftheliv erho m oge n ate. La n elto4,
1e ctinblotofwholeliv e rhomoge nate;lJan e5to8,1ectinblotof
liv er stellate c ellfra ctio n;I.aneland5, HPAblotofc o ntrol(36
W e eks old);IJan e2 and 6, H P A blotof Mnd(36w e eks old);
La n e3 and 7,ST A blotofc o ntr ol(36w e eks old);Lan e4and 8,
S T A blotof Mnd(36w eeks old). S D S-P A G Ea nd le ctin blot
a n alysis are n otre m a rkable.
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Ⅱ . 糖脂質分析
脳 か ら 得 ら れ た 中性糖脂 質 で は グ ル コ シ ル セ ラ ミ ド
klu c o sylc e r amide, GluCe r), ガ ラ ク トシ ル セ ラ ミ ド kala cto syl
c e r a mide, GalCe r), ラ ク リ シ ル セ ラ ミ ド (1a cto sylc e ra mide,
La cCer)が 主成分だ っ た が , 対照と M nd との 間に 明ら か な 差は
なか っ た (図5A). 肝臓 か ら得 られ た中性糖脂質で は 6個 以 上 の
オリ ゴ糖を有する成分が主だ っ た が , 正確 な糖鎖 は同定 できな
か っ た . Mnd では GluCerと La cCe rの 増加が認 め られ , 週齢が
増す と そ の 傾向は よ り明 らか と な っ た (図5A)･ 酸性糖脂質 で
は著明な差 は なか っ た が ,
一 部 の脳 と肝で G M 3の 増加 の 認 め
ら れ る こ とが あ っ た (図5 B).
Ⅳ . 蛋白解析
S D S_P A G E で は脳 , 肝 と も に分離 パ タ
ー ン は 同 一 で (図6 A),
異常 バ ン ドの 出現 は認 め ら れ なか っ た . S TA な ら び に H P A結
合性 を指標 と し た検討 で は脳 , 肝臓, 非実質細胞分画 ともに明
ら か な変化はなか っ た (図6B, 6 C).
考 察
Mndは 本来A u のモ デ ル と して M e s se rら
1卜 3)に よ り報告 さ
れ た . しか しC ho uら
7)は こ の Mnd が運動神程 だけで な く ほ と
ん どの 神経 に糖脂質 が蓄積す る
一 種 の蓄積病であ る可能性を指
摘 した . さ ら に最近 , M nd は視 力障害を伴 い
3 2)
, 神経 細胞内 に
リ ボ フ ス テ ン 横物質 と ミ ト コ ン ドリ ア A T Pa seの サ ブ ユ ニ ッ ト
c の 蓄積が 認 め られ る こ とな どか ら, JNC Lの モ デ ル で あ る可
能性が示唆さ れ て い る
5)6)8)
今 回の 検討 で は Pardo ら
6)
,
C ho uら7)の 報告 と同様, 自 己蛍
光陽性 , L F B陽性 , P AS陽性物質が多くの 神経細胞, グ リ ア
細胞と マ ク ロ フ ァ ー ジ に集積 して い る こ と が確認 さ れ た ･ さ ら
にC b｡ uら
7)が 指摘 した よう に肝臓内 のIto細胞 にも自己蛍光陽
性, L F B陽性, P A S陽性物質が蓄積 して い る こ と が 明 らか と な
っ た . こ れ らか ら Mnd は中枢神経 だ けで なく全身 の 糖質 と脂




34)の 報告 と は異 なり, 脊髄運動神経 は比較
的保たれ, 筋に も著明な萎縮は認め ら れ な か っ た t また 形態学
的 に他の 中枢神経系神経細胞 にも腫脹, 変性, グリ オ
ー シ ス は
ほ と ん ど なく, A u等の 系統変性疾患と は 明ら か に異 な っ て い
た . さ ら に エ ビ キ チ ン 陽性反応も, 神経細胞周囲 に む しろ多く
認 め ら れ た . こ の 点 に つ い て 最近A u で初期病変 と して 注目さ
れ てい る シ ナ プス の 病変=15ト 3
7)を 疑 っ たが , シ ナ プ ス の 指 標と
な る シ ナ プ ト フ ィ ジ ン の 染色性 は コ ン ト ロ ー ル と 変化 な か っ
た . 同時 に シ ナ プ トフ ィ ジ ン の 免疫染色反応は ユ ビキ チ ン 陽性
部位 とも 一 致せ ず , シ ナ プ ス 関連蛋白 の 神経網胞体周囲で の 変
性は明らか で なか っ た .
レク チ ン 組織化学の 結果か ら , こ れ ら 蓄積物質に は レ クチ ン
結合部位 がある事が明 らか と な っ た . こ の 所見は 主に 中枢神経
内の マ ク ロ フ ァ ー ジ とIto細 胞 に見 ら れ , しか も臨床症状の 現
れ る以前か ら認 め ら れ月齢 と とも に増加 した . この レ ク チ ン結
合部位 に は , W G A, S T A, L E A が結合す る こ とか ら 2 ない し
4 偶の 連続 した ア セ チ)L/ グ ル コ サ ミ ン (Nla c etylglu c o s amin e,
GIcN Ac) の 存在す る こ とが考え られ た ･ さ ら に A P A, R C A-1の
結 合 か ら は , ラ ク ト ー ス (1a cto $ e, La c) と ガ ラ ク ト
ー ス
鹿ala ctos e, G al) が含ま れ る こと が 推測さ れ た･ しか しシ ァ ル酸
と マ ン ノ ー ス (m a n n o se, M 皿) は含まれな い か きわ め て 少量 で
ある と考えられ た .
レ クチ ン 組織化学 は い く つ か の 複合糖質蓄積病 で診断の ため
に特徴的な染色 パ タ ー ン を示す こ と が 知 られ て い る
1 7卜 25)
. ガ
ン グリ オ シ ド
ー シ ス で は ConA, D B A, S B A, U E A-1 に よる陽
性染色 が報告さ れ , 動物種 とサ ブ タ イ プに よ っ て 若干染色性が
異なるもの の , Mndと最 も異なる点 は W G Aの 陽性染色がなく,




の 他 に ヒ ト ある い は動物 の G M l ガン グリ オ シ ド
ー シ ス 1 9), グ
ロ ポ イ ド細胞 自質 ジ ス ト ロ フ ィ ー (ク ラ ツ ベ 病)
19)
, フ ァ ブ
リ 病23), ニ ー マ ン ･ ピ ッ ク 病
23)
,
ニ ー マ ン ･ ピ ッ ク 病C 型24),
ゴ ー シ ェ 病23)24), ｡ - マ ン ノ シ ド ー シス
3 8)
,
ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン
脂質症 39), 成犬発症 ラ イ ソ ゾ
ー ム 蓄積症
4 0)
, βガ ラ ク ト シ ダ
ー
ゼ 欠損症41), α - ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 欠損症
4り
,
バ ル ブC マ ウス に
お ける 糖蛋白蓄積症
42)な どが 報告 され て い る . しか し, Mnd と
同 一 の レ ク チ ン 陽性 パ タ ー ン を呈 した他 の 蓄積病 の 報告は, 調
べ 得 た範囲で は 全く な い . 動物種 に よ っ て 蓄積症の レク チ ン染
色性 は異 な る 可 能性 が あ る と さ れ る が
20】
, こ れ まで の ヒ トの
N C L や動物 モ デ ル で の 検討 で は 共通 して Co nA染色が 強く陽性
と され て い る
4 3)44)
. N C Ls の 亜 型で ある ク フ ス 病 に お ける 我々
の 検討 で も , 同様 に Co nA は強く染色 さ れ る も の の W G A には
染ま らず, こ れ ら の 報告 と 同 じ結果であ っ た
45)
･ 従 っ て ヒ トと
動物 の N C Lsに 共通 して 認 め ら れ る べ きCo nA陽性染色 が ない
点 は , Mnd に際 だ っ た 特 徴 と言え る ･ こ れ ら の こ と か ら は,
Mnd がJN C L やガ ン グリ オ シ ド
ー シ ス ある い は 既知 の 蓄積症モ
デ ル で ある 可能性 は極 め て低 い と思 わ れ た.
さ ら に W isinie w ski ら
43)はJN C L神経細胞 に は S B A, PN A,
u E A,1 に結合す る物質が蓄積 し, こ れ ら の 陽性物質は 正常 コ ン
トロ ー ル に は なく, ま た 加齢 に よ っ て も こ の よ う な陽性物質は
出現 しない 辛 か らJN C L に特異的な染色性で ある と報告 した･
S BA は ア セ チル ガ ラ ク トサ ミ ン (N-a C etylgala cto s a min e,
G al N Ac) を , P N A は Galの 結合 し た GalN Acを , U E A
-1 はフ コ
ー ス に最 も強く結合す る と さ れ る が
23)25)
,
Mnd で はこ れ ら レク
チ ン に 陽性 と な る蓄積物質は認め ら れ な か っ た . こ の こ とから
少 なく と も M nd組織 に は こ れ ら の 糖 鎖 を有 す る 物質の 蓄碩は
な い か , 極 め て 少量 し か 存在 し な い と考え ら れ , こ の 結果も
Mnd がJN CLの モ デ ル で あ る と0)説を 支持 し なか っ た ･
こ れ まで の 報告 で N C Ls に生 化学的 に蓄積 し て い る こ とか証
明さ れ て い る A T Pa s eサ ブ ユ ニ ッ トC は糖鎖 をも た な い こ と が
知 ら れ て い る た め
1 2酬
, レ ク チ ン 結 合性 は な い と 考え J止 る･
同 じ よう に N C Ls と Mndで 蓄積が 認め られ る オ リ ゴ糖鎖
した ドリ コ ー ル は , ペ プ チ ドの N型糖鎖形成 に重要であり, 樟
数の M a nと GIcNa cを含 む と さ れ て い る
n n1 0)
･
･･) まり こ の よ ■う
な ドリ コ ー ル の 紙月包内幕積が み ら れ る 病態 で は , W GA, S 肌
L E Aは GIcN Ac に結 合 し, 細胞 内に 陽性染色 と な っ て 醐 L得る
と 思 わ れ る . し か し ド リ コ ー ル に 含ま れ る M a nに貴い ノ ては
c｡nA が結 合す る た め
25プ
,
オ リ ゴ 糖鎖 の 結合 し た ドリ コ
ー ル の
蓄積が ある な ら ばCo nA 染色陽惟と な る ･ 事実, こ れ まで ト
リ
コ ー ル の 蓄積 が 確認 さ れ て い る N C Lsで の Co nA 陽性染色は･
ドリ コ ー ル に結 合 した M a nが Co nA結 合惟 を反映 して い ると理
解 され て い る
9)l桝 側
. M nd で 生化学的 に ドリ コ ー ル の 増加が
報告 さ れ て い が に も関わ らず Co nA の 結 合性が認 め ら れ な
か
っ た こ と は , M a nを含 む物 質が量 的 に少な い か , あ る
い は
M ndで の 蓄積 の 過程 で レ ク チ ン結合能 を失 っ て い る 可能性が
ある と思 わ れ る .
Ito細胞 は傍類洞星状細胞 be risin u s oid alstellate c el) あ
る い
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は脂肪蓄積細胞 (fat-StO ring c ell) と も呼ば れ る 非実質細胞の
一
っ であり, 脂肪と レナ ノ ー ル 酸の 代謝, 保存 に重要 な役割 を果
たし, コ ラ
ー ゲ ン や 細胞外 マ ト ッ リ ッ ク ス の 産生 を行い , 肝線
維化に関わ っ て い る と さ れ る
47)､ 51)
. 肝実 質細胞 と非実質細胞
の レク チ ン組織化学に つ い て はl 痛組織 と の 対比
5 2卜 54)
や 正常
と薬物負荷 と の 比較
55)
, あ るい は 細胞外 マ トリ ッ ク ス の 糖鎖 56)
などで報告 され て い る . こ れ らの 報告 に よ れ ば, 肝実質細胞の
細胞質に は今回の 検討 に用 い た レ ク チ ン の 結合性 は観察 され る
こ とが なく , ク ッ プ フ ァ ー 細胞 の 細胞質 に W G A, S B A, P N A
陽性染色 が観察 さ れ う る と さ れ る . こ れ ま で 蓄積症 に お け る
Ito細胞 の 増加 と染色性 の 変化が 見出 さ れ た 報告 は なく , Ito細
胞の 増殖 は M nd に極め て特異的か つ 特 徴的な所見と い え る .




レ チ ノ ー ル 酸は自己蛍光を発 し
57)
, Mnd に み ら れ る蓄積
した自己蛍光物質 の 一 部 を構成 して い る 可能性 は否定 でき な
い
. さ ら に レ ナ ノ
ー ル 酸 は神経細胞 の 分化 と増殖 に重要 な役割
を果た して い る こ と が 明ら か と な っ て きて い る が
58)
, 過剰状態
での 神経細胞 の 変化 に つ い て の レ クチ ン 組織化学的検討 は検索
し得た範囲で報告がない た め , M nd との 異同は 不明である .
Ito細胞に は 免疫組織学的 にG M 3 と Gb 4, G b 5の 存在が 確認
できた . こ れ ら の 糖 脂質 は セ ラ ミ ド (c e r a mide, Ce r) に Gal,
GIc, GalN Ac が結合 して い る た め, レ クチ ン 陽性 の 一 部 は説 明
可能である . しか しM nd に特徴的な W G Aの 結合性 は説明でき
ず, こ れ ら糖脂質の 存在 は直ち に こ れ ら糖脂質代謝障害を示唆
するもの で は ない と考えた .
生化学的に脳 , 肝臓 で は 明ら か な レ ク チ ン結 合蛋白の 増加は
認め られ ず, 糖脂 質定量 で は肝臓 で 一 部 中性糖脂質の 増加 が認
められ た が , 脳 で こ の よう な 変化 はなく , 対照と の 差は検出 し
得なか っ た . また肝臓 で増加 して い た糖脂質で は 組織学的な レ
クチ ン結 合部位 を説明する こ と が で きずl 他の 微 量糖脂質成分
も検討す る必要が あ る と 思 わ れ た . さ ら に 今 回 の 検討 で は
SD S-P A G E とレ クチ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グで レ ク チ ン 結合蛋白の 異
常が明ら か で は なか っ た . こ れ は 蛋白と して の 蓄積物質の 単位
組織重量あたりの 総量が少 ない か , 効 果的に 抽出さ れ な か っ た
可能性, 選択 した ゲ ル で は 分離が得ら れ なか っ た 町能性 な どが
考えられ た .
Ito細胞 の 増殖 と蓄積物質 の 性質と レ ク チ ン 組織化学 の 結果
から, 肝Ito細胞分画や中枢神経由来 マ ク ロ フ ァ ー ジ を対 象と
して, 細胞内の 脂質代謝と細胞外 マ トリ ッ ク ス な どの 関係 をよ
り詳細 に検討すべ きで は な い か と思わ れ る .
結 論
AI,Sの モ デ ル と して 報告 さ れ, N C Ls の モ デ ル で ある 可 能性
が示唆さ れ て い る M nd を対象 に, 組 織 に お け る糖鎖 の角牢析 に
有用と され る標識 レク チ ン を用 い て , 神経組織 にお け る蓄積物
質とその 糖鎖 に つ い て の 解析 を行 い , 以 下 の 結果を得た .
1. Mnd で は主 に中枢神経系内の マ ク ロ フ ァ ー ジと 神経細胞,
さら にデ ス ミ ン 陽性 の Ito細 胞と 考えら れ る肝臓内洞周囲非実
質細胞 に レク チ ン , すな わ ちH P A, LEA, RC A l, ST A, Ⅵ 仏,
WG A陽性物質が蓄積 して い た. こ れ ら の レ ク チ ン 陽性物質 に
は2ない し4個 の 連続 した GIcN Ac, Lacと G al が含ま れ る こ と
が推測され た
2.Ito細胞 に は G M 3, Gb 4, Gb 5 が免疫組織学的に証明され ,
レクチ ン 陽性物質の 一 部は糖脂質である と考えら れ た.
3. レ ク チ ン を 指標 と し た脳 お よ び 肝由来糖蛋白解析 で は ,
M nd と対照と の 間に は明 らか な差 は検出 し得 なか っ た .
4. 組織化学的 に Mnd に認め られ た レ ク チ ン結合性 は N C lぷ と
は 全く異な っ て おり, 少 なくと も蓄積物質の 糖鎖構造の 点 か ら
は , N C Ls と は別の 代謝異常の 存在を示唆するもの と思 われ た .
謝 辞
稿を終える に あた り, 御指導 と御校閲を賜 りました恩 師高守正治教授
に 深甚な る謝 意を表します. また Mndマ ウス と レ ク チ ン 組織化学研究
の 機 会を与 えて い た だき , 終始御 指導, 御助 言を賜 りま した Forbes
No ris Al.S Re s earch Ce nte r(San Francisc o, U S A), Dr.Samuel M C hou 博
士に 深謝 い たします. 最後 に各種糖糖 質に対 する抗体 を提供 い た だい た
ヴ ァ ー ジ ニ ア 医科大学生化学教室有賀敏夫先生 に御礼 申 し上 げます . な
お本論文要旨の 一 部ほ 第46回米国神経学会 (1994, W ashington D C) な
らびに 第8回国際神経筋疾患学会(1994, 京都)で 発表した .
文 献
1) M e ss e rA, Flahe rtyL. Auto s o mal do min a n c ein alate- O n Set
m oto r n e u r o ndise as ein the m o u s e. J Neu roge n et3:345-355,
198 6
2) M e s s e rA, Str o minger N L, M a z u rkie wic z JE.
H istopatholog yofthelate
-O n S et rn OtO r n e u r O ndege n e ratio n
(Mnd)m uta ntin the m o u se. JNe u r oge n et4:201-213,1987
3) M e ss e rA,Plu m m erJ, Ma skin P, Co比nJM , Fr ankel W N.
Map ping ofthe m oto r n e u r o ndege n e ratio n(Mnd) ge n e, a
m o u s e m odelofa myotr ophiclate ralscle ro si (AIJS). Ge n o mic s
13:797-80 2,1992
4) Br o n s o nR T, Lake B D, Co ok S, Taylo rS, Davis s on M T.
Moto r n e u r ondege n er atio n ofmic eis a m odelofn e u r o n alc er oid
lipofus cin o sis(Batten
I
sdis e as e). Ann Ne u ro1 33: 81-385,1993
5) Fa u stJR, Rodrn a nJS, Da niel P F, Dic eJF, Br o n s o nR T.
Tw o r elated pr ote olipids a nd dolichol-1inked oligo s a c charide s
a c c u m ulatein m oto r n e u r o ndege n er atio n mice(m nd/m nd), a
m odel fo r n e u ro n al c e roid lipofu s cin o sis. J BioI C he m 269:
10150-1 155,1994
6) Pardo C A, Rabin B A, Palm erD N,Pric eD L. Acc u m ulatio n
Ofthe ade n o sin etripho sphate syntha s e sub nitC in the m nd
m utantm ou se. A m odelfo r n eu ro n alc er･Oid lipofus cin o si . Am J
Pathol144:829-835,1994
7) Cho uS M, Naka m u r aS, Nor-ris F H. Le ctin histo chemistry
O n StO rage m aterial in the C N Sa nd liv e r of Mnd m o u s e. Brain
Patho1 3:315-316,1993(abst.)
8) Bo u stany R M, Kolodny E H. Ne u rol gic alprogr e ss. T he
n e u ro n alc e roid lipofus cin o s e s: a r eVie w. RevNeu r oI Paris1 45:
105-110, 1989
9) Hall N A, Lake B D, Patr･ick A D. Re c e ntbio che mic ala nd
ge n etic adv a n c e sin o u r u nde r sta nding of Batte n
I
s dis e a s e
(c e roid-1ipofus cin o sis). De vNe u ro s ci 13: 39-344,1991
10) W is n eiw ski K E, Kida E, Patx ot O F, Co n n ell F. Va riability
in the clinic al a nd pathologic al 丘ndingsin the n e u r o n alc er oid
lipofuscin o se s: r eVie w of data andobse rv atio n s. AmJMed Ge n et
42:525- 32,1992
11) Hall N A, Lake B D, Palm e rD N,Jolly R D, Patrick A D.
Glyc o c o njugate sin sto rage cytos o m e sfro m ce roi&1ipofuscin o sis
@atte n]sdis e a se)and inlipofus cin fro m old-agebrain . A dv Exp
Med Bio1 266:225-241, 989
212
12) Fe a rnleyIM, W alkerJE, Ma rtin u sR D,Jolly R D, Kirkla nd
K B, Sha w GJ, Palm e rD N. T he s equ e n c e ofthe m ajo rpr otein
StO red in ovin e c er oid lipofus cin o sisiside ntic alwiththat ofthe
dicyclohe xylc arbodiimide-reaCtive pr ote olipidof mito cho ndrial
A T Psyntha s e. Bio che mJ268:751T758,1990
13) Ha11 N A, Lake B D, De wji N N, Patrick A D. Lys o s o m al
StO rage Ofs ubu nitc of mito cho ndrial A TPsynthasein Batten
ls
dis ea s e(ce r oid-1ipofus cin o si). Bio che mJ275:269-272,1991
14) Ko min ami E, Ezal{iJ,M u n oD,Ishido K, Ue n oT, W olf6 Ⅰ,S.
Spe c凪c sto r age ofsubu nit c of mito cho ndrial A TPsyntha s ein
lys o s o m e s ofn eu ron alceroid lipofus cin o si (Batte nrsdis e a se). J
Bio che mTokyo lll:278-282,192
15) KidaE, W isnie w ski K E, Golabek A . In cr e as ed xpre s sio n
Ofs ubu nit c ofmito cho nd rial m synthas ein br ain tis su efro m
n e u r o n alce r oid lipofus cin o s e s and m u c opolys ac charido sis c a s e s
butn otinlo ng-te r m丘br obla stc ultu re s. Ne u r o sci Lett164:121-
124,1993
16) Kida E, W is nie w ski K E, Co n n ell F. Topogr aphic
V ariabilitie s of im m u no re a ctivity to s ubu nit c of mito cho ndrial
A T Psynthas e and le ctin bindinginlateinfa ntile n e u r o n alc e roid-
1ipofuscin osis. AmJM ed Ge n et57:182-186,195
17) Go ebel H H. Ne u ro n alc e roid-1ipofus cin o s e s:the cu rr e nt
Statu S. Brain Dev14:203-211, 992
18) Alr oyJ, Orgad U, Uc ci A A, Pe r eir aM E. Identi五c atio n of
glyc opr otein sto r age dis e a s e sbyle ctin s: a n e Wdiagn o stic
m ethod. JH istochem Cyto che m32:1280-1284,1984
19) Alr oy J, Uc ci A A, Goyal V, W o ods W . Le ctin
histo che mistrY Of glyc olipidsto r age dise as e s o nfr o z e n a nd
par afnn-e mbed dedtis s u e s e ctio n s. J Histo chem Cyto che m 34:
501-505,198 6
20) Alr oyJ, Goyal V, Wa rr e nC D. Le ctin histo che mistry of
ganglio sidosis. I. Ne u raltiss u einfo u r m a m malia n spe cie s. Acta
Ne u r opathoI Ber1 76:109-14,1988
21) Alr oyJ, A delm a nI鳥 War re nC D. Le ctin histo che mistry of
ga nglio sido sis. II. Ne u r o vis ceraltis s u e sfr o mpatie nts with
SandhofFsdis e as e. ActaNeu ropathoI Ber1 76:359-3 65,1988
22) 創r oyJ, De Ga spe ri R, W ar re nC D. Ap plic atio n of le ctin
histo che mistry and c arbohydrate a n alysistothe char acteriz atio n
Oflys o s o malsto rage dis ea s e s. CarbohydrRe s213:22 9-2 50,1 991
23) hger o nA. C haraCteriz atio nbyle ctin binding ofthe s ugar
m oiety ofglyc o com po unds sto r ed in inhe rited dis e a s e s.
Histo che mJ19:4 19-425,1987
24) DeGa spe ri R, Alr oyJ, Richard R, GoyalV, Orgad U, Lee
R E, W ar re nC D. Glyc oprotein stor agein Gau che rdis e a se:1e ctin
histo che mistry a nd bio che mic alstudie s. Lab In v e st63:385-392,
1990
25) Spic e rSS, Schulte B A. D iv e rsity ofc ellglyc o c o njugate s
Sho w nhisto che mic ally: a pe rSPe Ctiv e. J Histo che m Cyto che m
40:1-38,1992
26) Yu R K, Le de e nR Ⅳ. Ganglioside s of hu m a n, bovin e, a nd
rabbitpla s m a. JLipid Re s13:680q686,1972
27) he m mli U K. Cle a v age ofstru ctu r alprotein sdu ring the
a ss e mbly ofthe he ad of bacteriophage T4. Natu re227:68 0-685,
1970
2 8) To wbin H,Staehelin T, Gordo nJ. Ele ctrophor etictran sfer
Ofpr otein sfr o mpolya cryla mide gels to nitro c ellulo s e she ets:
pr o c edu re a nd so m e ap plicatio ns. Pro cNatlAc ad Sci U S A76:
4350-4354,1979
29) Fatehi M I, Ge rha rt D Z, Mye r sT G, Dr e w e sLR
C ha r a cte riz atio n ofthe blo od-br ain ba r rie r‥glyc o c onJugate
r ec epto rs of 14 1e ctin sin c ani ebrain, C ultu red e ndothelialcells,
a ndblotted m e mbra n epr otein s. Brain Re s415:30-39,1987
30) Ya m ada M , Blan e rW S, Sopr an oD R, Dix o nJL, 均eldbye
H M, Go odm an■D S. Bio chemical cha ra cte ristic s ofisolatedrat
liv e r stellate c ells. Hepatolog y7:1224-1229,1987
31) Ts uts u mi M, Takada A, Taka s eS. C ha ra cte riz atio n of
desmin-pO Sitiv e r atliv er sin u s oidalcells･ Hepatolog y7:277-284,
1987
32) M e s s e rA, Plu m m e rJ, W o ng V, La v ail M M. Retin al
degen e ratio nin m otor n e u r ondege n er atio n(m nd) m utantmiee.
ExpEye Re s57:637疇641,1993
33) Callaha n L M, W yle n E L, M e s s er A, M a z u rkie wiczJE.
Ne u r o丘1a m e ntdistributio nis alter ed in the M nd(m oto r n e uro n
dege n er atio n) m o u se. J Ne u ropathoI Exp Ne u r o150:491-504.
1991
34) M e s s e rA, Plu m m e rJ. Ac c u m ulating a utonu o r e sc ent
m aterial as a m a rke rfo r e ar1y change Sin the spin alc o rd ofthe
Mnd m ous e. Ne u ro m u s c ul Diso rd 3:129-134,1993
35) Mats u m ot S, Goto S, Kus aka H,Ito H,Im ai T. Syn aptic
pathology ofspin ala nte rio rho rn cellsin a myotr ophiclateral
SCle ro si : a nim m u n ohisto chemic alstudy. J Neu roI Sci 125:180･
185,1994
36) Sa s aki S, M a rtlya m aS. De c r e a s ed syn aptophysin
im m u n o re a ctivity ofthe ante riorho rn sin m otor n e u r o ndis ease.
Acta Neu ropathol(Be rl)87:12 5-128,1994
37) In c eP G, SladeJ, Chin n e ry R M, McKe n zieJ, RoystolC,
Robe rts G W, S ha w PJ. Quantitative study ofsyn aptophysin
im m u n o re a ctivity of c e rebralc o rte x a nd spin al c o rd in m otor
n e u ro ndise a s e. JNe u r opathoI Exp Ne u r o1 54:673-679,1995
38) Ca stagn a r oM . Le ctin histo che mistry ofthe c e ntr al




39) Ka miyaS, Ya m agamiT, Um eda M ,Sugiya m aM, Daigo M･
Lectin histo che mistry of fo a my c elsin n on- ne rV O u Stiss u e s of
felin e sphingo myelin o si . JCo mpPathol lO5:241-245,1991
40) KlO Wle sK,AlroyJ, Ca stagn ar oM , Raghav anS S,Jako wski
R M, Fr ede n G O. A dult- O n S etlyso s o m alsto rage dis e as ein a
Schipperke dog: Clinic al, m O rphologic ala nd bio che mic alstudies･
Acta Ne u ropathol(Be rl)8 6:30 6-312,1993
4 1) Mu rn ane R D, A he r nRindell AJ, Prie u rDJ. Le ctin
histo che mistry of an ovin elys o s o m alsto r age dise a s e with
de鮎ie n cie s ofi?-gala cto sida s e and alpha-n e u r a minida s e. AmJ
Pathol 135:623-630, 1989
4 2) Weintra ub H, A koyJ, DeGa speri R, Goyal Ⅴ,SkutelskyE,
Pentche vP G, W ar re nC D･ Sto rage ofglyc opr oteinin N C TR
･
Balb/C m o u s e. Lectin histo che mistry, and bio che mic alstudies･
Vircho w sArch B Ce11 PatholIn cI MoI Path01 62:347-352,1992












蓄積物質の レク チ ン に よ る検討
br ain swithjuvenilefor m ofn e u ronalc e r oid-1ipofu s cin o sis
(Battendis e ase)･ ActaNeu ropath01(Be rl)80:274-279,1990
44) Ellede rM ･ Lectin histo che mic alstudy oflipopigm ents with
specialregardto n e u r o n al c er oid
-1ipofus cin o sis･ Results with
co n c anV alin A. H isto chemistry93:197
-205,1989
45) Ko m ai K, M akifuchi T, Sakaji-ri K, Taka m o ri M･ Lectin
histoche mistryin Kufs
l dis e a s e. Br ain PathIO1 7:10 97, 1 997
(abst.)
46) Palm er D N, Fe ar nleyI M, M edd SM, W alke rJE, M artin u s
RD, Baylis sS L, Hall N A, Lake B D, W olfe LS, Jo11y R D.
Lus os o malsto r age ofthe D C C Dr e activ eprote olipidsubu nit of
mitocho ndrial A T Psyntha s ein hu m a n a nd o vin e c e r oid
lipofuscin o s e s･ A dvExpM ed Bio1 266:211
-22,1989
47) Davis B H, PrattB M, MadriJA. Retin ola nd e xtr ac ellular
collage n m atric e s m odulate hepaticIto c ellc ollage nphe n oty pe
and c ellular retin ol binding protein le v els. J BioI C he m2 62:
10280-1 286,1987
48) Blo mhoff R, Wake K. Perisin u s oidalstellate cells ofthe
liv er:impo rta ntr ole sin retin ol m etabolis m and fibr o si . F AS E B
J5:271-277,1991
49) Bo u w en sL, De Ble s erP,Va nde rkerkenK, Ge ertsB, W iss e
E. Liv er c ell hete roge n eity:fun ctio n s ofn o n-Pa re n Chym alc ells.
En町 m e46:155-16 8,1992
50) Pin z ani M. No vel insightsinto thebiolog ya ndphysiolog y
Of theIto c ell. Phar m aC OI T he r66:387-412,1995
51) W is s eE, Br a etF, Lu oD, De Za nge rR,Jans D, Crabbe E,
Ver m oe s e nA. Stru Ctu re and fun ctio n ofsin u soidallin ng cellsin
213
theliv er. To xic oI Patho124:100-111, 996
52) Zha ngS M, Wu M C, Che n H, Z ha ng X Z. Expr e s sio n of
glyc o c o njugate sinintrahepatic chola ngio c ellular c ar cin o m a.
Vircho w sArch A Path01 AnatHistopatho1 41 5:395-401, 989
53) Z ha ng S M, W u M , C he n H, Z ha ng X. C ha nge s of
glyc o c o njugate s in hu m a nhepato c ellula r c a r cin o m a.
Histo che mistry92:171- 75,1989
54) M u r aka mi I, Sarke rA B, Haya shi K, A kagi T. Le ctin
binding patte rn sin n o r mal live r, Chr o nic a ctiv ehepatitis,1iv er
Cir rho sis, a nd hepato c e11ula r c a r cinom a. An
im m u n ohisto che micala nd im m u n o ele ctro n micr o s copic study.
Acta PathoIJpn42:566-572,1992
55) W ittM, Kle ss e nC. Le ctin binding site sin n o r mala nd
phe n oba rbitale/halotha n etre ated ratliv er. A histo che mic al
Study. Histo che mistry90:391-397,1989
56) Ichida T, Sugitani S, Satoh T, M ats uda Y,Sugiya m aM ,
Yo n eku raK,Ishika w aT,As aku r aH. I,O C alizatio n of hyalu ron an
in hu m a nliv e r sin u s oids: ahisto che mic al study u sing
hyaluron a n-binding pr otein . Liv er1 6:3 65-371, 1996
57) WolfeI.S, 氾 n N M, Bake rR R, Carpe nterS, An der m a n nF.
Ide ntific atio n ofr etinoylc omple x e s a sthe a utoflu o r e sc e nt
C O mPO n e nt Ofthe n e u r o n alsto rage m ate rial in Batte ndis ea s e.
Scie n c e195:1360-136 2,1977
5 8) M ade nM , HolderN. Thein v oIv e m e nt ofretin oic a cid in
the de v elopm e nt ofthe v e rtebr ate c e ntr aln e rv o u s syste m.
De v elopm e nt2(s up pl):87-94,1991
M otor n e u ron degeneration mous e a sa M odelof Stor age D is ea se･
- Histo che micaland Bioche mic al An alysis Using
Lectins - K iyo n obu Ko m ai, Departm e nt of Ne u rology, School of Medicin e, Ka naz a w aUniverslty, Ka n a z a w a92 0-
8640- J.Ju z e nM ed So c. , 107,2 0 3
-
2 13(1 9 9 8)
Key w ords M nd m o u s e,1e ctin s,1ipofu s cin o sis,histoche mistry,glyc olipids
Abstra t
T he a uto s o m al-do min a nt m oto r n e u ro ndege n e r atio n m o u s e(M nd) w a sorigin a11y repo l
-ted a s a n a nim al m odel l
ご
o r
amyotrophic lateral s cle ro si (A L S)･ Re c e ntstudie s s ug ge sted, ho w e v er, that M nd might be a m odel ofju v e nile n e u ro n al
CerOid lipofu s cin o sis(JN C L)･ W e applied biotinylated le ctin sto M ndtis s u eto r e v e althe oligo s a c cha ride residu e sin sto r age
m ate rials･ B ioche mic ala n alys IS W a S alsope rtbr m edto fu rthe r cha r a cteriz etheglyc olipida ndglycopl
･
otein c o mpo n e ntsin the
liv ers a nd c e ntral n e r v o u s syste m s(C N S)of Mnd c o mpar ed to a c o ntr olgro up･ T he a cu m ulation of lu x ol fastblu e(L F B)
and pe riodic acid Schiff(P A S)po sitive m ate rials, m O Stlyin the n e u r ons, glial c ells a nd m a crophage s w a s confir m ed in the
Mnd mic e･ A Is o
,
W efo u nd cha r a cte ristic cha nges in liv erIto ce11s c o ntaining L F Ba nd P A Sp
-
o sitiv e m ate rials a nd
autofluor es c e ntintr a cytoplas mic sto rage m aterial, While no Ito c ells w e r eide ntified in the n o rm alco ntr ol liv e rs. lm m u n o- a nd
lectin histoche mistry cle a rlyide ntified thatglyc olipids and le ctin po sitiv egr a n ule sacc u m ulate m ainly ln maCrOPhage sin the
CNS a ndIto c ells of liv e r c ol c alized with L F B/P A Spo sitiv e m ate rials. A biochemicalstudy sho w ed that bothglu cosyl
Cerami de andla ct osylc e ra mide c on tentsin thelive rin c rea sedpr ogres siv ely with age･ Itis s uggestedthe suga r compo n e ntof
StOr age m ate rial co ntain sglu c o samin ein oligom e rs a s s e e nby po sitive stain lng With W he atger m ag glutinin, Solafu I m
tube ro s u m ag glutinin a nd Lycq pe rsic o n e s c ule ntu m ag glutinin. It might also cont ain la ctos ea nd gala ctose r e sidu easshow n
bybinding with A br u spre c ato riu s ag glutinin, R iciu s c o m m u nis agglutinin -1 a nd Vic a villo s a ag glutinin･ Ou rle ctin
histochemistrydidn ots up po rt the fba sability ofusing M nd a s am odelof J NCL･ W e con cludeinste ad thatthe M nd carries a
COmple xst orage disea se ofglycolipids and oligosac chari
､
de c o ruugates ofyetundenn ed na tu reinthe C N Sand liver.
